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摘要 ; 目前 不 少 种 类 的 动物 种 质 细胞 都 可 在 超低温 条 件 下 保存 、 随 着 低 温 生 物 学 和 生 至 生物 学 的 不 断 发 
展 、 超 低温 保存 技术 也 在 不 断 发 展 、 可 以 保存 的 动物 种 质 细胞 范围 也 在 不 断 扩 太 。 但 目前 超低温 保存 技术 面临 
的 困难 和 需要 解决 的 问题 是 如 何 提高 种 质 细胞 冷 洪 保 存 的 效果 、 寻 求 最 佳 冷 闵 方 案 、 降 低 种 质 细胞 的 冷 湛 损 
伤 、 进 而 运用 超低温 冷冻 技术 保护 物种 的 多 样 性 。 从 目前 的 研究 情况 来 看 ,动物 种 质 细 胞 超低温 保存 的 常用 方 
法 有 程序 降温 法 和 琉璃 化 法 。 防 闵 剂 主要 分 为 渗透 性 和 非 洋 透 性 . 而 冷冻 损伤 则 措 由 于 人 慢 速 降温 过 程 中 电解 质 
深 浓度 变化 引起 的 渗透 性 损伤 和 快速 降温 过 程 中 形成 的 冰 上 咒 损 伤 。 就 不 同 种 质 细胞 的 冷 连 保存 在 这 些 方面 的 研 


究 进展 做 一 综述 ， 以 供 有 关 研 究 者 参考 。 
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动物 种 质 细胞 精子、 卵细胞 和 胚胎 ) 包含 了 
物种 的 全 部 遗传 物质 、 而 遗传 物质 决定 了 物种 的 多 
样 性 ， 是 构成 生态 系统 的 物质 基础 。 因 此 ， 种 质 细 
胞 的 超低温 保存 技术 是 生物 多 样 人 性 {物种 多 样 性 、 
遗传 多 样 性 和 生态 多 样 人 性 ) 保存 的 基础 。 

动物 种 质 细胞 的 超低温 保存 ， 是 指 在 超低温 
(- 196°C) 条 件 下 抑制 种 质 细 胞 内 一 切 新 陈 代谢 活 
动 ， 并 使 种 质 细 胞 被 长 期 保存 而 不 丧失 活性 的 一 种 
保存 技术 。 在 超低温 条 件 下 动物 种 质 细胞 之 所 以 能 
长 期 保存 ， 是 因为 种 质 细胞 内 一 切 新 陈 代谢 过 程 中 
的 化 学 变化 被 超低温 所 抑制 ( 李 广 武 等 ，1998)， 
即 随 着 温度 的 逐 电 下降 ， 细 胞 内 的 化 学 反应 能 力也 
在 逐 居 降低 ， 当 温度 降 到 一 定 限度 时 ,细胞 内 所 有 
的 化 学 变化 也 就 处 于 一 种 “暂停 ”状态 而 使 细胞 得 
以 长 期 保存 ; 低温 保存 的 细胞 以 一 定 的 方式 复苏 
后 、 义 具有 存活 的 能 力 。 


1 超低温 冷冻 保存 的 影响 因素 及 冷冻 损伤 


冷冻 模式 和 防 湛 剂 是 动物 种 质 细胞 冷冻 保存 的 
两 个 关键 因素 。 现 在 常用 的 冷冻 模式 有 程序 降温 法 
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和 玻璃 化 法 两 种 。 程 序 降 温 法 是 利用 程序 降温 仪 ， 
按照 预先 设计 的 降温 程序 将 种 质 细 胞 所 处 的 环境 降 
至 一 定 温度 ， 然 后 将 其 故人 液 所 中 保存 . 这 是 一 种 
降温 速度 较 盆 的 冷冻 模式 。 过 人 慢 的 冷却 过 程 使 溶液 
的 电解 质 浓度 逐 朵 增高 ， 而 当 种 质 细 胞 在 高 浓度 的 
溶液 中 暴露 时 间 过 长 时 ， 会 导致 种 质 细胞 膜 卓 蛋白 
复合 体 被 破坏 和 膜 被 分 解 。 当 细胞 膜 脱水 收缩 达到 
临界 最 小 体积 时 ， 又 会 使 细胞 膜 的 渗透 性 产生 不 可 
逆 的 损伤 ， 原 来 不 能 透 过 膜 的 溶质 变 成 可 渗透 性 
的 ， 进 而 造成 细胞 损伤 或 死亡 。 冷 却 速度 越 慢 ， 由 
电解 质 浓度 增高 所 引起 的 渗透 压 损伤 就 越 太 ; 如果 
提高 降温 速度 ， 则 可 造成 细胞 内 冰 章 的 形成 而 引起 
Rh, SURARR. KER RERS . 损伤 
就 越 大 (Mazur, 1977; Lovelock, 1954). PTV, 
根据 种 质 细胞 的 具体 情况 ， 尽 力 调 和 渗透 讨 损 伤 和 
冰晶 损伤 这 一 对 矛盾 ， 选 择 最 佳 的 降 诅 速率 ， 是 科 
用 程序 降温 法 获得 种 质 细 胞 低温 保存 最 佳 存 活 率 的 
的 关键 。 

玻璃 化 法 是 指 超 快速 降低 种 质 细胞 温度 的 一 种 
冷冻 模式 - 一 般 是 将 经 过 不 同 防冻 剂 浓度 平衡 后 的 
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种 质 细胞 直接 由 零度 以 上 温度 浸 人 液 扬中 保存 。 含 
高 浓度 防冻 剂 的 溶液 在 快速 降温 过 程 中 ， 由 液态 转 
变 为 一 种 类 似 于 玻璃 的 非 晶体 状态 ， 而 不 是 形成 冰 
晶 ， 避 免 了 细胞 内 冰晶 形成 所 致 的 化 学 、 物 理 损 伤 
(Rall 等 ，1985，1987)， 同 时 缩短 了 冷冻 处 理 所 需 
的 时 间 、 简化 了 步骤 也 不 需要 昂贵 的 程序 降温 
仪 。 但 是 ， 高 浓度 的 防冻 剂 也 会 对 种 质 细 胞 造成 剧 
HAG, Bi., 玻璃 化 法 研究 的 重点 是 寻找 容易 实 
现 玻璃 化 并 且 对 种 质 细胞 损伤 较 小 的 防冻 剂 ， 或 者 
是 更 进一步 的 提高 冷冻 速率 。 

防冻 剂 的 作用 是 稀释 溶液 中 的 溶质 浓度 ， 减 小 
冷冻 和 解冻 过 程 中 细胞 渗透 性 损伤 和 阻止 冰晶 形 
成 。 不 同 的 冷冻 模式 对 防冻 剂 的 要 求 不 同 ， 不 同 动 
物 的 种 质 细 胞 对 防冻 剂 的 适应 性 和 敏感 性 也 不 同 。 
因此 ， 要 根据 不 同 的 情况 选择 不 同 的 防冻 剂 。 虽 然 
防冻 剂 可 以 阻止 细胞 内 冰晶 形成 ， 减 少 快速 冷冻 过 
程 中 造成 的 细胞 损伤 ， 但 是 高 浓度 的 防冻 剂 也 会 造 
成 细胞 毒性 和 渗透 损伤 ‘Shevach 等 ，1988)。 因 
此 ， 现 在 许多 研究 者 用 各 种 方法 来 减轻 这 种 损伤 ， 
保持 细胞 膜 的 完整 性 。 如 缩短 与 防冻 剂 的 接 甬 时 
[ea], 应 用 低 毒 性 的 防冻 剂 或 混合 防冻 剂 、 降 低 防 冻 
剂 的 浓度 、 使 用 碳水 化 合 物 等 作为 非 渗 透 性 防冻 剂 
等 。 也 有 上 应 用 抗 冻 糖 蛋 白 来 防止 细胞 膜 免 受 损伤 ， 
但 目前 还 没有 找到 降低 冷冻 损伤 的 有 效 措施 .也 设 
有 发 现 有 效 的 防冻 剂 昔 代 物 。 


2 精子 的 超低温 保存 


首次 精液 的 成 功 冷 并 保存 实验 开始 于 40 年 代 
K, Polge 等 (1949) 用 低温 保存 的 精液 作 人 工 授 
精 ， 并 获得 成 功 ， 随 后 以 甘油 作为 防冻 剂 ， 成 功 冷 
冻 保 在 了 大 鼠 和 猪 的 精液 (Colas, 1975; Wilmot 
等 ，1977)。 现 在 ， 人 、 家 畜 和 一 些 濒危 动物 的 精 
液 或 睾丸 组 织 已 被 成 功 冷 冻 保 存 (Liu 等 ,2000;Ra- 
sul 等 ,2000;Gould 等 ,1989;Luca 4% , 1999), 

动物 种 类 不 同 、 其 精液 防冻 液 的 组 成 也 不 同 。 
但 常见 的 防冻 液 组 成 成 分 有 TES, TRIS, ig. 
ee. HER, ASR. PRM HSM, Ke 
组 分 给 精子 提供 正常 的 渗透 压 、pH 值 和 离子 强度 ， 
使 精子 能 维持 正常 的 生存 环境 。 也 有 和 研究 者 在 防冻 
液 中 添加 抗 冻 蛋 白 后 ， 明 显 增加 了 精子 冷冻 保存 后 
的 存活 率 和 受精 率 ( Abdelmoneimi 等 ，1998)。 甘 
油 作 为 渗透 性 防冻 剂 获 得 了 较 好 的 冷冻 保存 结果 ， 
但 对 精子 也 有 一 定 的 毒害 人 必用， 只 是 目前 还 没有 发 


现 甘 油 的 有 效 蔡 代 物 。 在 冷冻 过 程 中 精子 体积 发 生 
变化 时 ， 卵 黄 中 的 脂 蛋 白 则 参与 膜 的 修补 、 如 固 ，、 
扩 增 等 过 程 ， 防 止 项 体外 膜 破裂 ， 从 而 起 到 保护 作 
用 ; 卵黄 还 能 促进 精子 与 卵细胞 透明 带 的 结合 ， 从 
而 使 项 体 反 应 率 提高 (Jacobs 等 . 1995; Gamau 等 ， 
1994; Mark , 2000) 。 

从 目前 研究 情况 来 看 ， 精 液 的 超低温 保存 主要 
存在 以 下 两 个 方面 的 问题 : 外 冷冻 精子 复苏 后 的 存 
活 率 降低 ; 四 复苏 后 精子 的 受精 率 降低 。 这 可 能 是 
因为 在 冷冻 和 复苏 过 程 中 ， 冰 唱 的 形成 和 防冻 剂 的 
毒性 作用 ， 造 成 精子 膜 蛋白 变性 ， 通 透 性 改变 ， 稳 
定性 降低 ， 最 后 导致 精子 膜 的 肿胀 或 破损 ， 一 些 形 
态 正常 的 精子 也 可 能 发 生 了 不 可 见 的 膜 损伤 (于 德 
新 等 ，1995; 其 光明 ，1995)。 本 实验 室 曾 比较 了 
两 种 不 同 的 防冻 液 LTTE (Sankai 等 ，1994) 和 
TEST (Tollner 等 、1990)] 对 和 狗 猴 精子 的 冷冻 保存 
AR, RRA, TTE ARMA, SRY 
AT SOG MT MEAT ARS SO. HERRER. 
这 可 能 与 TIE 中 含有 不 同 的 糖 成 分 有 关 。 

顶 体内 能 够 溶解 透明 带 的 顶 体 素 可 能 与 项 体内 
膜 及 中 纬 段 结构 有 关 ， 这 是 由 于 冷冻 精子 复苏 后 项 
体 肿 胀 ， 顶 体外 膜 破损 ， 但 只 要 项 体内 膜 和 中 纬 段 
未 丢失 ， 顶 体 素 的 活性 就 可 能 存在 ， 因 而 精子 的 穿 
透 能 力也 不 受 影响 (Sxhill，1984)。 本 实验 室 的 实 
验 结果 也 证 明了 这 一 点 ， 即 使 冷冻 过 程 造 成 猕猴 精 
子 顶 体外 膜 一 定 程度 的 肿胀 ， 对 复苏 后 精子 的 受精 
率 也 无 明显 影响 。 


3 ”卵细胞 的 超低温 保存 


尽管 许多 种 动物 的 精液 可 被 成 功 地 冷冻 保存 ， 
但 卵细胞 的 超低温 保存 则 没有 那么 顺利 。 卵 细胞 体 
积 比 较 大 ， 结 构 和 组 分 也 较 复 杂 ， 其 抗 冻 能 力也 较 
低 ， 因 此 ， 动 物 卵 细胞 的 冷冻 保存 仍 不 尽 人 意 - H 
前 仅 有 一 些 咕 齿 类 或 牛 卵细胞 ， 或 是 卵巢 组 织 冷 冻 
保存 成 功 的 报道 ， 但 各 实验 室 间 的 实验 结果 有 很 大 
的 差异 (Niemann ,1991; Arav 等 ,1993;Otol 等 ,1997; 
Carroll 等 ,1990)。 

卵细胞 的 纺锤 体 在 冷冻 过 程 中 变 得 杂乱 无 章 或 
断裂 ， 导 致 染色 体 异 常 ， 复 苏 卵 细胞 受精 后 发 育成 
胚胎 的 多 倍 体 率 也 增加 。 这 可 能 是 第 2 极 体 滞 留 或 
多 精 受 精 所 造成 的 ， 也 可 能 是 卵细胞 对 冷 刺激 敏感 
所 致 ， 另外 ， 冷 冻 过 程 不 但 改变 了 卵细胞 骨架 的 成 
分 ， 也 使 皮质 颗粒 和 透明 带 结构 发 生 改 变 ， 同 时 细 
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胞 内 外 电解 质 浓度 的 增加 也 导致 路 细胞 膜 的 损伤 ， 
进而 影响 复苏 后 卵细胞 的 受精 率 (Saha 等 , 1997; 
Parks 4# , 1992 ; Kathryn 等 ,1999; Francios 等 ,1999 )。 
但 Susuki Æ (1996) 在 对 牛 卵 细胞 冷冻 保存 实验 
中 发 现 ， 合适 的 防冻 剂 和 防洪 程序 对 卵细胞 减 数 分 
裂 的 纺锤 体 无 明显 影响 . 也 不 会 造成 孤 峻 生殖 现 
R, 旦 冷冻 卵细胞 受精 后 有 很 高 的 于 胚 发 育 率 。 这 
种 实验 结果 的 差异 可 能 与 冷冻 过 程 中 防冻 液 中 添加 
的 海 澡 精 或 PVP 有 关 。 本 实验 室 在 实验 中 也 发 现 ， 
应 用 慢 速 的 程序 降温 法 或 使 用 同时 含有 洋 透 性 和 非 
渗透 性 防洪 剂 的 玻璃 化 法 较 适 宜 对 昆明 小 鼠 孵 细胞 
的 冷冻 保存 ， 其 复苏 后 的 受精 率 与 未 冷冻 卵细胞 的 
差异 不 显著 (Men 等，1997)}。 这 也 说 明 合 适 的 防 
冻 剂 组 成 和 防冻 模式 可 减少 对 卵细胞 的 冷冻 损伤 ， 
提高 其 受精 率 。 

卵细胞 的 纺锤 体 及 其 他 细胞 器 的 抗 冷冻 能 力也 
与 卵细胞 内 的 脂 滴 有 有关， 在 冷冻 前 极 化 卵细胞 内 脂 
F. 或 去 除 卵 细胞 内 约 90 驶 左右 的 脂 滴 ， 可 以 改 
BS RAR, HRB. MANE DAE 
微 操 作 去 除 猪 卵 细胞 内 的 脂 滴 后 ， 无 论 应 用 程序 冷 
冻 法 或 玻璃 化 法 ， 还 是 用 丙二醇 、 甘 油 或 乙 二 醇 作 
为 防冻 剂 ， 均 在 解冻 后 获得 了 比 普 通 方法 高 的 赛 胚 
发 育 率 (Diez 等 ,1996; Hiroshi 4# , 1999), HAIE 
中 高 浓度 的 Nat 也 可 能 对 卵细胞 有 毒害 作用 ， 碱 
少 、 完 全 去 除 或 用 胆 碱 替代 防冻 液 中 的 Na+ 后 ， 可 
得 到 较 好 的 冷冻 效果 (James F, 1988). 

从 本 实验 室 的 实验 结果 来 看 ， 卵 细胞 的 超低温 
保存 , 无 论 是 采用 程序 降温 仪 , 还 是 采用 玻璃 化 
法 ; 无 论 是 采用 活体 取 卵 技术 ,还 是 从 卵 梨 中 分 离 
卵细胞 ， 在 冷冻 保存 时 都 存在 着 以 下 几 方 面 的 问 
题 : 外 如 何 选择 卵细胞 的 冷冻 保存 时 期 〈《GY 期 和 
MI 期 的 卵细胞 冷冻 后 的 发 育 能 力 不 一 样 ); 加 如 
何 提高 降温 速率 《卵细胞 的 体积 较 大 ， 所 以 降温 速 
率 也 相对 较 慢 ); 名 如 何 处理 卵 细胞 周围 的 颗粒 细 
胞 (颗粒 细胞 在 卵细胞 发 育 的 不 同时 期 有 不 同 的 作 
用 ， 如 果 简 单 的 将 卵细胞 周围 的 颗粒 细胞 用 酶 消化 
除去 ， 可 能 会 影响 卵细胞 复苏 后 的 发 育 能 力 }; D 
动物 种 类 不 同 ， 卵 细胞 本 身 也 存在 较 大 差异 (如 有 
些 动物 的 卵细胞 中 脂肪 含量 较 高 )， 这 些 也 会 影响 
卵细胞 的 冷冻 保存 效果 。 这些 问 题 也 是 目前 卵细胞 
冷冻 保存 过 程 中 的 一 些 普遍 问题 ， 还 需要 在 这 些 方 
面 进行 更 进一步 的 研究 ， 以 提高 卵细胞 的 冷冻 保存 
效果 。 





4 胚胎 的 超 低 逮 保存 


精子 低温 保存 成 功 以 后 ， 人 们 开始 研究 超低温 
保存 动物 的 胚胎 ， 并 于 1972 年 成 功 地 进行 了 8 组 
胞 期 小 鼠 受 精 卵 的 低温 保存 《Whittinghamt 等 ， 
1972; Wilmut, 1972), WK AW) ERR. BRR 
剂 及 解冻 速度 、 冷 冻 模 式 等 许多 方面 进行 了 研究 ， 
成 功 地 冷冻 保存 了 包括 小 鼠 、 家 畜 、 人 和 一 些 濒危 
物种 在 内 的 多 种 物种 胚胎 ， 其 中 以 咎 胚胎 的 冷冻 保 
存 最 为 成 功 (John 等 ,1995 ;Emiliani 等 ,2000; Suzuki 
等 ,1993,1995)。 而 猪 胚胎 的 冷冻 保存 一 直 是 个 难 
题 。 因 为 猪 胚胎 对 温度 和 防洪 剂 都 很 敏感 。 但 最 近 
在 猪 胚胎 冷冻 保存 上 也 取得 一 定 突破 : 离心 处 理 猪 
胚胎 后 ， 用 显 微 操作 技术 把 胚胎 中 的 脂肪 吸 弃 ， 然 
后 用 常规 的 程序 降温 方法 冷冻 保存 ， 复 苏 后 存活 率 
和 受孕 率 都 很 高 (Nagashima Æ, 1994, 1995), 

FS RTE, PARAM KR RR, BEER 
液 中 的 溶质 ， 复 苏 过 程 中 的 重 结晶 ， 均 可 造成 胚胎 
细胞 骨架 发 生 嘛 变 ， 损 伤 胚胎 细胞 内 的 膜 结构 或 导 
致 细胞 膜 硬 化 等 一 系列 变化 。 另 外 . 添加 的 防冻 剂 
类 型 和 浓度 ， 降 温 、 升 温 的 速度 及 最 终 保 存 的 胚胎 
温度 ,胚胎 的 年 龄 、 大 小 、 基 因 型 、 父 系 和 母系 的 
基因 型 等 因素 ,也 影响 胚胎 冷冻 保存 后 的 存活 能 力 
(Rall,1987;Shevach 等 ,1988)。 

目前 还 有 一 种 叫 OPS (open pulled straw) 的 玻 
璃 化 冷冻 方法 ， 其 升温 和 降温 速度 比 普通 的 玻璃 化 
冷冻 方法 提高 了 10 倍 以 上 。 它 具有 以 下 优点 ; 超 
高 速 冷 冻 和 解冻 ， 快速 称 动 细 胞 ,快速 稀释 防冻 
剂 。 因 而 减少 了 防冻 剂 的 毒性 和 渗透 损伤 (Vajta 
SF, 1998), 但 是 由 于 细胞 与 液 氮 直接 接触 ， 又 使 
细胞 污染 的 可 能 性 增 大 (Bielanske 等 ，2000)。 


5 冷冻 保存 种 质 细胞 的 复苏 


与 冷却 过 程 相 比 ， 冷 冻 保 存 种 质 细胞 的 复苏 过 
程 的 研究 就 薄 纶 得 多 。 在 多 数 情况 下 ， 动 物种 质 细 
胞 在 最 侍 冷 却 速 率 的 情况 下 降 至 低温 时 不 会 遭 到 损 
伤 ， 然 后 在 超低温 下 被 成 功 保 存 ， 但 却 极 易 在 复苏 
过 程 中 遭受 损伤 而 死亡 。 复苏 过 程 中 造成 细胞 损伤 
的 原因 也 是 多 方面 的 ， 如 冷冻 后 细胞 膜 的 渗透 性 变 
化 造成 渗透 率 过 大 或 过 小 ， 有 的 则 在 细胞 复苏 过 程 
中 产生 细胞 溶解 。 在 理论 上 讲 ， 正 确 的 复苏 过 程 应 
是 冷却 过 程 的 函数 ， 应 针对 不 同 的 冷却 过 程 ， 选 择 
不 同 的 复苏 过 程 。 目 前 常用 的 复苏 方法 多 采用 
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37 乞 水 滩 复 苏 和 室温 下 复苏 两 种 。 一 般 认 为 ,水 浴 
温度 在 26 ~ 40 乞 范围 内 复苏 、 不 同 温度 对 冷冻 种 


质 细胞 的 影响 无 太 大 区 别 。 
6 & it 


上 述 研 究 进 展 说 明 ， 动 物种 质 细胞 的 低温 保存 
在 近年 来 取得 了 很 大 进展 ， 许 多 动物 的 种 质 细胞 可 
经 程序 冷冻 、 玻 璃 化 冷冻 或 超 高 速 冷冻 法 被 成 功 地 
冷冻 保存 。 但 由 于 冷冻 和 复苏 过 程 中 细胞 内 冰 刘 的 
作用 或 防冻 剂 的 渗透 作用 ， 在 复苏 后 去 除 或 置换 防 
冻 剂 的 方法 不 当 ， 均 对 种 质 细胞 的 细胞 膜 造 成 一 定 


损伤 ， 导 致 种 质 细 胞 膜 的 内 部 结构 发 生 改 变 ， 进 而 
引起 复苏 后 的 种 质 细胞 功能 下 降 甚至 死亡 。 因 此 ， 
目前 冷冻 生物 学 的 研究 热点 是 : 中 寻找 毒性 小 ， 能 
降低 冷冻 损伤 的 有 效 的 防冻 剂 蔡 代 物 ; OR H ER 
或 升温 过 程 中 造成 冷冻 损伤 的 原因 ; 图 尝试 卵巢 或 
举 丸 组 织 的 冷冻 保存 ， 负 研究 新 的 防冻 液 组 成 。 只 
有 阐明 冷冻 损伤 的 机 理 ， 或 找到 有 效 的 防冻 剂 蔡 代 
物 或 是 冷冻 模式 ， 才 能 提高 种 质 细 胞 的 冷冻 保存 效 
率 ; 也 才能 使 超低温 冷冻 技术 在 生物 多 样 性 的 保存 
中 发 挥 作用 ， 真 正成 为 头 危 动物 的 “ 诺 亚 方舟 "。 
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CRYOPRESERVATION OF ANIMAL GERMPLASM 


LI Xi-Long JI Wei-Zhiv 
(Kunming fnstutute of Zoology, the Chinese Academy of Sciences, Kunming 650223, China) 


Abstract; Cryopreservation of animal germplasm is to 
preserve the germplasm at a very low temperature ( 一 
196%.) so that it could survive for a long time because 
its metabolism was inhibited. Sperm and embryos as 
well as oocytes of many species were successfully cryop- 
reserved since 1949. The number of species whose 
germplasm could be cryopreserved is increasing to im- 
provement of the technology of cryobiology. However, 


there are still problems or difficulties for the cryopreser- 


vation of animal germplasm, such as low fertile ability 
of the germplasm, especially most of mammalian 
oocytes, after cryopreservation. Further study on the 
mechanism of cryopreservation, finding a better proto- 
col and reducing the cryoinjury are crucial to cryop- 
reservation of animal germplasm. The present paper 
describes some of the advances in the cryopreservation 
and outlines the relative merits and limitations as refer- 


ence for the researchers in this field. 


Key words: Cryopreservation; Germplasm; Cryoinjury; Cryoprotective additives 
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